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論文内容要旨
 糖尿病は動脈硬化症の危険因子の一つとされている。また動脈硬化巣の形成には動脈壁での
 マクロファージの泡沫化が重要な役割を果たしていると考えられているが,糖尿病状態とマク
 ロファージ泡沫化の関連はいまだ十分検討されてはいない。そこで高ブドウ糖濃度状態がマクロ
 ファージのコレステリールエステルの合成,蓄積に与える影響についてTHP-1細胞を用いて検
 討した。
 THP・1細胞は200nM-PMA加えて24時間培養してマクロファージ化させた。その後,実験の
 目的に応じて種々に修飾した培地に交換して37℃,6日間培養し細胞を成熟させた。成熟させ
 るのに用いた培地の内,基本となる培地は20%FCSと200nM-PMAを加えたブドウ糖濃度200
 mg/d1のRPMli640培地である。ブドウ糖濃度の影響を検討する場合にはブドウ糖濃度を400
 mg/dl及び800mg/d1に調整した。ブドウ糖以外の糖質の影響を検討する際にはソルビトール,
 ガラクトース,フルクトース,マンノースを基本培地に加えブドウ糖濃度400mg/dlの培地と等
 モルとなるように調整した。
 低比重リポ蛋白(LDL),lipoprotein-deficientsemm(LPDS)は,正常者血清より比重分離
 法により採取した。酸化LDLはLDLを5μM硫酸銅含有PBSに入れ37℃で24時間反応させ
 て作成した。
 コレステリールエステルヘの[1-1℃]olea七eの取込み量(コレステリールエステル合成量)
 の測定は細胞の成熟に用いた培地を除去した後,50μg/m1のna七iveLDLもしくは酸化LDLを
 含んだ5%LPDS含有RPMI1640培地に[1-1℃]01eate-BSA複合体を添加して37℃20時間培
 養して行った。細胞を洗浄した後,ヘキサンーイソプロパノール溶媒を加えて細胞内の脂質を抽
 出した。抽出物はシリカゲルG薄層プレートに展開して脂質分画を分離し,コレステリールエ
 ステルに相当する部分の放射活性を測定した。
 細胞内コレステリールエステル蓄積量の測定は,細胞の成熟に用いた培地を除去した後,200
 μg/mlのnativeLDLもしくは酸化LDLを含んだm%LPDS含有RPMI1640培地で37。C72時
 間培養して行った。細胞を洗浄した後,ヘキサンーイソプロパノール溶媒を加えて細胞内の脂質
 を抽出した。抽出物に遊離コレステロール測定試薬もしくは総コレステロール測定試薬を加え,
 励起光325nmで415nmにおける蛍光を測定した。スタンダードより総コレステロール量と遊離
 コレステロール量を求め,その差をコレステリールエステル量とした。
 リセプター結合量の測定はGoldsしeinらの方法で測定した。細胞の成熟に用いた培地を除去し
 た後,5%LPDSを含むRPMI1640培地に1ml当り蛋白量5μgから150μgの阿でラベルし
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 たnativeLDLもしくは酸化LDLを加え,4℃で4時間インキュベーションした。DSSsolu一
 七ionにより細胞に結合した1茄1でラベルしたLDLを遊離させ,放射活性を測定した。
 THP4細胞をマクロファージ化させた後ブドウ糖濃度400mg/dlの培地で成熟させたところ,
 ブドウ糖濃度200mg/d1に比べてnativeLDL,酸化LDLのいずれを添加した状態でもコレステ
 リールエステル合成量が明らかに亢進した(nativeLDL;100±4.7%vs.125.9±5.5%,p<
 0.005・酸化LDL;370.7±17.1%vs.436.8±17.9%,p<0.05)。ブドウ糖濃度800mg/d1で更に
 増加する成績は得られなかった。ソルビトール等を加えて浸透圧をブドウ糖濃度400mg/dlの培
 地に合致させた条件ではコレステリールエステル合成の亢進は認められなかった。また細胞内の
 コレステリールエステル蓄積量の検討では,酸化LDL添加時にはブドウ糖濃度400mg/dlで成
 熟させた細胞でブドウ糖濃度200mg/d1に比べてコレステリールエステル蓄積量が増加する傾向
 が示された(3.65±0.59ng/mg細胞蛋白vs.4.82±0.40ng/mg細胞蛋白,p=0.06)。ブドウ糖
 濃度400mg/dlで成熟させた細胞における酸化LDLのリセプター結合量はいずれのLDL濃度で
 もブドウ糖濃度200mg/dlを上回っており,ブドウ糖濃度400mg/d1で成熟させた細胞において
 酸化LDLリセプターの発現数が増大していると考えられた。
 以上よりブドウ糖濃度200mg/dlに比べてブドウ糖濃度400mg/d1ではマクロファージの酸化
 LDLリセプタ一発現数が増大しそこから取り込まれた酸化LDLによりコレステリールエステル
 合成が亢進し,酸化LDLリセプターは細胞内コレステリールエステル蓄積による発現抑制機構
 が存在しないため次々と酸化LDLが取り込まれて細胞内コレステリールエステル蓄積量が増大
 することが示唆された。
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 審査結果の要旨
 本論文は高ブドウ糖濃度状態がマクロファージにおけるコレステリールエステルの合成,蓄積
 に与える影響及びその機序について,ヒトの単球系腫瘍細胞であるTHP-1細胞を用いて検討し
 たものである。
 THP-1細胞をマクロファージ化させた後ブドウ糖濃度400mgd1の培地で成熟させたところ,
 ブドウ糖濃度200mgd1で成熟させた場合に比べてnativeLDL,酸化LDLのいずれを添加した
 状態でもコレステリールエステル合成量が明らかに亢進するという成績が示された。また酸化
 LDL添加時にはブドウ糖濃度400mgdlではブドウ糖濃度200mgdlに比べて細胞内のコレステリー
 ルエステル蓄積量が増加する傾向が示された。これらの結果は400mgd1という生体内で起こり
 得る程度の高ブドウ糖濃度でマクロファージでのLDL,特に酸化LDLによるコレステリールエ
 ステル合成・蓄積が亢進する可能性を示したものである。
 さらにブドウ糖濃度400mgd1で成熟させた細胞において酸化LDLリセプターの発現数が増大
 していることを示唆する結果が得られている。これは高濃度ブドウ糖により酸化LDLリセプタ口
 数が増大することが酸化LDL添加時のコレステリールエステル合成量の亢進に関与している可
 能性を示したものである。
 糖尿病において動脈硬化症は重大な合併症でありその原因については様々な検討がなされてい
 るが,動脈硬化形成の主役の一つであるマクロファージに対する糖尿病の影響についての研究は
 少ない。本研究の成績は,糖尿病の病態の根幹をなす高血糖状態において酸化LDLによるマク
 ロファージのコレステリールエステル合成・蓄積が亢進している可能性を示したものである。マ
 クロファージのコレステリールエステル蓄積はマクロファージの泡沫化につながる動脈硬化巣形
 成の重要な過程の一つである。また酸化LDLは,生体内での存在が確実視されている最も重要
 な変性リポ蛋白である。糖尿病の動脈硬化症を考える上で高ブドウ糖濃度状態と酸化LDLによ
 るマクロファージのコレステリールエステルの合成・蓄積の関りを明らかにした本研究の意義は
 大きく,学位論文に値する。
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